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第1章 序論
生物 の環境 ス トレス に対 す る応答 は、生物の生存 にとって必須 の反応 であ り、例え
ば、生物 が高温 に さらされ ることによ り、細胞 レベルの応 答 として、進化 的 に良 く保 存
され た一群 の タンパ ク質(ヒ ー トシ ヨックタンパ ク質)の 合成が 一時的 に誘導 され る。
これ らヒー トシ ョック タンパ ク質 は、熱のみ ならず、エ タノール、重金属 な どに よって
も誘導 を受 け る他 、 これ らの うちい くつかは、常 に細胞 中 に存在 してお り正常 な増殖 に
とって重 要な役 割 を果 た してい る ことが知 られてい る。 さらに近年 の精力 的な研 究 によ
り、 これ らヒー トシ ョックタ ンパ ク質 が分子 シヤペ ロシと して、他 の タンパ ク質 と相 互
作 用す る ことに よ り、それ らの折 りたたみ や第3の タンパ ク質 との会合 を助 けた り、細
胞 内 タ ンパ クの膜 透過 、局在 化 に重要 な役 割 を担 っている ことが明 らかに されて きてい
る。
一方
、最近 になって、生物 を低温 にさらす ことによって も、一群 の タンパ ク質の合
成 量が増加 する ことが大腸菌 におい て見 いだ され、 それ らの一部 は、RNAの 転写 や翻訳
にかかわっている タンパ ク質で あるこ とが示 された。 この事実 は、低温 シ ヨックによっ
て誘導 を受 ける タンパ ク質を研 究す る ことに より、生物 の低 温で の増殖 、あるいは、低
温 に対 す る順応 に とって、重 要 な機能 を持つ タンパ ク質 を明 らか にで きる可能性 を示 唆
している。 そこで、本 研究 においては、酵母Saccharomヱcescerevisiaeに おい て、30℃ か ら
10℃ への コール ドシ ョックに よ り、発 現の誘導 を受 けるタ ンパ ク質の機能及 びその役割
を明 らか にす るこ とを 目的 と して、それ ら造伝子群 をDifferenda1Hybridiza丘on法 に よ り
ク ロー ン化 し、 さ らにその うちの2つ の遺伝 子(:皿 ユ,墨Dに つい て、 その発現調節
や コー ドす るタンパ ク質の機 能 などについ て詳細 な解析 を行 なっ た。
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第2章 コール ドシ ョック遺伝子 のクローニ ング
大腸菌 の コール ドシ ョック タンパ ク質 は、菌 の培養 温度 を37℃ か ら10℃ 、 あるい は
15℃ へ と急激 にシフ トす る ことに よってその発現 誘導が認め られてい る。 この ことか ら、
コール ドシ ョックタンパ ク質 の誘導 には、20℃ 程度 の温度 差が必要 と考 え、本 実験 にお
い ては酵 母の至 適培養温度30℃ か ら10℃ へ の低 温 シ ョックに よ りコール ドシ ョックタ ン
パ ク質の探 索 を行 なった。始 め に2次 元ゲル電気泳動法 に よる[35S〕標識 タンパ ク質 の分
析 によ り、 この コール ドショッ クによって常 に2-3種:の タ ンパ ク質の合成 量が上昇ナ る
ことが示 されたので、 酵母DNAラ イブラ リー よ りそれ らの遺伝子 の直接 クロー ニ ング
を試 み るこ ととした。 プ ローブ と して は、30℃ で対数増殖 期 まで培 養 した酵母 と、30℃
か ら10℃ に培養温度 をシ フ ト後2時 間培養 した酵母 とか ら、それ ぞれ調製 したpoly(A)"
RNAを 鋳 型 に合成 した[32P]標 識dDNAを もちい た6ま た、DNAラ イ ブラ リー としては、
隣i接す る遺伝子 の影響 をな く・す ため に、約2-4kbめ 比較 的短 い麺3AI部 分分 解 フラグメ
ン トをプラス ミ ドpBR322に 挿入 して作成 した酵 母染色 体DNAラ イブラ リーを用いた。
お よそ54,000の クロー ンをスク リー ニ ング した ところ、i数10個 のコロニーが10℃cDNA
に対 して、 よ り強い シグナル を与 える ことが示 され た(Fig.1A)。.さ らに、2次 、3次 ス
クリー ニ ングに よ り候補株 の数 を絞 りこ夕だ後 、そ れ らの プラス ミ ドDNAを 調 製 して、
フィル ター上 にス.ポッ ト.し、[32P】標識cDNAを プ ローブ と して ドッ トプロ ッ トハ イ ブ リ
ダイゼー シ ョンを行 なっ た(Fig.1B)。 図 中左 と中央 のパネル は、 コール ドシ ョック によ
りその発 現量が増加す る12ク ロー ン、 また、右側 のパ ネル はコール ドシ ョック によ りそ
の発 現量 が逆 に低 下す る8ク ロー ンであ る。 また、対 照 として用い たADC1,PGKI,お
よびTRP1遺 伝子発 現量の変動 は認め られなか った。
この後 、 さらにこれらクロ「 ンの プ ラス ミ ドDNAに ついズ、制鵬 素地 図の比 較や、
ノーザ ン解析 によるmRNAサ イズの比較 を行 な った結 果、 これ らの クロー ンは、5つ の
グル 」プ(A-E)に 分 け られ た。立 の うちノーザ ン解析 で明瞭 なバ ン ドを示 したグルー プ
A(プ ラス ミ ドpDCS31,35,38)とB(プ ラス ミ ドpDC$2,84)の2つ の遺伝子C鎚 △な らび













































































(1).np1遺 伝子の構 造 と.発現調節
グル ープAに 属 する クロ.一ンpDCS31,35,38は1、 同》 遺伝 子(⊆鎚 △)を含 み、...これ は
約LOkbのmRNAを.コ 「 ドす るこ.と.が明 ら.かに された。ぞ し「て、.[32P〕標識cDNAを プロー
ブ と したプラス ミ ドDNAの 制限酵素消化 断片 のサザ ン解析 によ.りs転 写領域 を特 定 した
後・ その領 域 を含むSaロ3AI断 片1584bpのDNA配 列 を決定 したあ..その結果、.630bpか らな
るオ.7rプ ン.リー デ ィ.ン.グフレー ム(ORF)が 見 いだ され、 その5,上 流及 び その3,下流 に
はそれぞれ・.転写 のプ ロモー ター、.ター ミネー タ.一配列 が認め られた(Fig .2)。..このORF
の コー ドす る210ア ミノ酸 か ら存る分子 量20,727の ポ リペ プチ ドは1セ リ.ンお よび ア.ラ.
二7に 富み(そ れぞれ、23 .3%,20.Q%)、N末 端 に は、分泌 シグナル様 配列、c末 端 には













































































































































この遺伝 子の発現調節 をノーザ ン解析 に より詳細 に調べ た ところ、30℃ において も
低 レベルのmRNAが 認 め られ、 その量 は、10℃ への コール ドシ ョックによ り2・4時間後、
約7-8倍 に まで増加 し、 その後徐 々に低下す ることが明 らか にされた(Fig .3A)。 さ らに、
様 々 な条件下 で発 現量の変動 を調べ た ところ、 コール ドシ ョックに よるmRNA量:の 増加
は、菌が対 数増殖期 にある時 に最 も大 きく、 また30℃ におい て も菌が定常期 に入 る時期
に一時的 に発現量 が高 くなること(Fig.3B)、 また、 コール ドシ ョックの温度差 がll℃ 以
上 であ り、 かつ シ フ ト後 の温度 が21℃ 未満 の時に発現量 の増加 が顕著 に認 め られ た(Fig .
3C,3D,3E)。 さ らに、30℃ か ら39℃ へ の ヒー トシ ョックに よって もmRNA量 が増加 する
ことが示 され(Fig .3D)、 これ らの結果 に よ り、 この遺伝子 をTIP1(エempelat田dnducible
2fOロ∋inGene)と 命 名 した。
ABFig:3.Regulationofexpressionofth










































2)二[皿 遺伝 子の破壊 に よる機 能解析 と遺伝 子産物 の同定
.TIP1遺 伝子 産物 の機 能を探 るため に染色 体上の皿 遺伝子 をプラス ミ ドDNAの 挿 入
に よ り分 断 して、皿 遺伝子破壊株 を作成 した。 しか しなが ら、細 胞 の形態 、様 々な温
度 での生 育速度 、低温 あるいは高温 での保存 後の生存率 な ど、調べ たい くつかの点 につ
いては、血 職 壊株 と野生株 との間 に有 意な差 は認 め られ なかった。 これ1ま、後 述す る
ようにTIP1遺 伝 子 に相 同性 の高い遺伝 子が酵母染色体上 に多数存在す るため に、 その遺
伝 子破壊 効果が打 ち消 されて しまったことによる と考 え られる。
TIP1タ ンパ ク質の計算 上の分子 量 は約21kDaで あるが、皿£1遺伝子ORFをT7プ ロモ
ー ター下流 に連結 したプラス ミ ドを作 成 して.TIPIRNAを 血 血 で合成 し、 それを鋳型 に
血血 官ansla廿on法 に よって、[35S]メチオニ ンの存在 下にタンパ ク質 を合成 した ところ、
分子量約34kDaの 位 置 にバ ン ドが認 め られた(Fig.4A)。 これ は、大腸 菌 で発現 させ たTIP1
タ ンパ ク質 と βガラク トシ ダーゼ との融合 タンパ ク質 に対 す るウサ ギ抗血清 と反応す る
ととか ら、TIP1タ ンパ ク質 と同定 されたご また、酵母全RNAを 鋳型 と して合成 したin
vi齢 翻訳 産物 に対 してTIP1抗 体 を作用 させ た ところ、皿 遺伝子高発現株及 び野生株 に
のみ 同様 に、約34kDaの 位置 にバ ン ドが認め られ た(Fig.4B)。
ヒ「 トシ ョック前後 に菌体 を[35S]メ チ オニ ン標識 し、調製 した タンパ ク質 を遠心分
離 によ り膜 画分 と細胞質 画分 とに分 けた後 、SDSポ リァク リルァ ミ ドゲル電気 泳動で解
析 した(Fig.5)。 その結 果、坦 高発 現株 の膜画分 において約65kDaの 位置 にヒー トシ ョ
ック処 理 に よって濃 くな るやや拡散 したバン ドが 認 め られた(レー ン13)。 このバ ン ドは、
血L破 壊株 では認 め られず、野 生株 につい ては ヒー トシ ョック後 の試料 に薄いなが ら も
認 め られ るこ とか ら(レー ン9)、TIP1タ ンパ ク質 に由来す るバ ン ドである と考 え られ た。
また、 このバ ン ドは、 ヒー トシ ョック後の.皿11高 発現株 において も細胞 質画分 にはほ と
ん ど認め られなカ㍉った ζとか ら(レー ン5)＼Tip1タ ンパ ク質 は膜 に局在 す ることが示唆 さ
れ た。以上 の結果 か ら、TIPIタ ンパ ク質 は、 そのDNA配 列 か ら計算 され る分 子量 は約 ・
21kDaで あるに もかかわ らず、SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電気泳動 では、約34kDaの 位
置 に泳動 される こと、 さらに菌体 内で は、お そ らく分子内 のス.レオニ ン残基 あ るい は多
数存 在す るセ リン残基 が0一 グ リコシル化 に よる糖修飾 を受 け、分子量 が2倍 程度 に大








































































































(3)TIP1遺 伝子 のサザ ン解析
エ旺ユ遺伝子 を プロー ブと して、 酵母染色体DNAの サザ ン解析 を行 なった ところ、
TIP1遺 伝子 に由来するバ ン ドの他 に弱 くハ イブ リダイズす るバ ン ドが多数認 め られ、酵
母染色体 上 には、TIPIに60%以 上の相同性 を示すDNA配 列が少 な くとも3・4個以上存在す
るこ と(Fig.6A)、 さらにその うち1つ の配列 は70%以 上 のホモ ロジーを示 す ことなどが
明 らかにされた(Fig三6B)。 そこで、酵母染色体DNAラ イブラ リーをTIP1遺 伝子 プロー ブ
でス クリ'一ニ ングす るこ とに より、TIP1遺 伝子 の他 に、 もう1種 類 の遺伝子 を取得 で き
た。サザ ン解析 に.より、 この ク ロー ンは、Fig.6Bで 認 め られる皿 遺伝 子 に もっ ともホ
モロジーの高い配列 に由来す る こと、 そ して部分 シークエ ンス解析 の結 果、す でにグル
コース誘導性遺伝子 としてMafguetら(1988)に よ り…報告 されてい る鯉 ユ遺伝 子(旦erine













TIPIとSRP1は その アミノ酸配列 の50%が 共通 であ り、共 にセ リ ンとア ラニ ンを主 と
した特徴 的な 繰 り返 し配列 を もち、N末 端 には分泌 シグナル様 配列、C末 端 には疎水
性 ア ミノ酸 の クラス ターが あるなど多 くの点 で類似 してお り.、』.互い に似 た機 能を もつ こ
とが示唆 された(Fig.7)。 さ らたノーザ ン解析 の結果lSRP1遺 伝 子 もコー ル ドシ ョック に
よって、発現量.が増大す るこ とが明 らか にされ丸 これ ら2つ の遺伝 子 はぐ その他 い くつ
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第4章.NSR1遺 伝子(CSPB)の 構造 と機 能
・(1)NSR1遺 伝 子 の構 造 … .. .[...ご
先 に取得 したクロー ンpDds52と84は と もに同一の遺伝子CS2Bを 含み・15ゆ の.
mRNAを コー ドして いな。 そり転写領域 をサザ ン解析 で明 ら々 に した後・ その領域 を含
む唖1」 工血d【H断 片約2017bpのDNA配 列 を決定 した・ その結 果・1242bpか らなるORFが
へ
見 いだされ、 その∫上流及 びその3下 流 にはそれ ぞれ、転写の プ ロモー ター・ ター ミ子.
一 タ憎様配列が認 め られ た(Fig .8)。DNAデ ータベ 肖ス に対す るホモ ロジー検:索の結 果・
このポ リペ プチ ドのC末 端側 約112が 、哺乳類 のヌク レオ1～ンのC末 端側 約1/3と 比較的
高 い相 同性 を示 す ことが明 らか にな った。.この領域 には、2つ のRNA結 合 ドメイ ン及 び
グ リシンとアル ギニンに富む ドメイ.ンが存 在 し～荷 ポリペ プチ ドあア ミノ酸 の37%が 共
通 であ.った(Fi息9A)。 一方 それ らのポ リペ プチ ドのN末 端側.はアミノ醇 レベ ルでの相 同
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哺乳類 のヌ ク レ浄 リンは核小体 に存在 し、 リボ ソー ムRNA遺 伝子(rRNAgene)の 転 写
や、1RNAと リボ ソー.ムタシパ ク質 との会合 、さ らに リボ ソーム粒子 の細胞 質への移送
な どに幅広 く関与す る多機能 タンパ ク質 である とされている。 そ こで、特 に リボソー ム
合成系 との関わ りあいに着 目 してその機能 の解析 を進 めた。 しか し、一 連の解析 を進め
てい く過程 で、Leeら(1991)に よ り同一 の遺伝子 が核 タンパ ク質 の核移行 シグナル結合性
タンパ ク質 の遺伝 子NSR1と.し て報告 された ことか ら、以後当遺伝子 をNSRIと 呼ぶ こと
と した。
(2)NSR1タ ンパ ク質 の機 能
NSR1遺 伝子産物 の機能 を探 るため に染色体 上のNSR1遺 伝子 をプラス ミ ドDNAの 挿
入 に より分 断 して型 ユ遺伝 子破壊株 を作成 した ところ、その生育速度 は野生株 に比べ て
顕著 に遅 くなっ た(Fig.10)。 そ してそれ は、魍 遺伝 子 を単 コ ピー プラス ミ ドに よ り破
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Fig.10.Effectofthensrldeletionongrowthrate.Wild-typecells(SP1)(opencircles),





皿 遺伝子破壊 の リボ ソー ム合成系 に対 す る影響 を調べ るため に、全RNAを[3珂 ウ
ラシルでパルス標識 し電気 泳動 によ り解析 した ところ、鯉 ユ破壊株 では野生株 と比較 し
て、35SfRNA前 駆体 め蓄積 と、18SrRNAと その前駆体20SfRNAの 顕 著な減少 とが認 め
られ た(Fig.11)。 デ ンシ トメー ター による定量 の結果 、皿 破壊株 の25srR:NAお よび18s
rRNA量 は、'それぞれ野生株 のラ0%と20%に まで減少 してい るこ とが示 され た。 この結果
は、鯉 破壊株 で は35SrRNAの プロセ シシグが遅 れてい ること、 さらに18S/20SrRNAが
何 らかの原 因で不安 定化 、分解 を受 けてい ることを示唆 してい る。 また、NSR1遺 伝子




























つ ぎにRNAの パ ルスーチ ェイス標識 実験 によ り、fRNAの プロセシ ング を詳 しく解
析 した(Fig.12)。rRNAは 、転 写後 ただ ちにメチル化修飾 を受け るこ とが知 られている。
そ こで、酵母 を[3珊メチオニ ンによって短時 間パルス標識 し、過剰 量の メチオニ ンでチ
ェイス した ところ、野生株 で は35SrRNAは 速やか に27S125SrRNAと20S/18SrRNAへ と
プロセス されるが、皿 破壊株 において はチ ェイス時間dに おいて35SrRN!ト のバ ン・ドが
明瞭 に認め られ、35srRNAの プロセ シングが遅 れてい ることが示 された(Fig.12A)。 ま
た、同様 の結果 は、13珊 ウラシル を用 い たパ ルスーチ ェイス標 識実験 で も得 られ た(Fig.
12B)。 また、[3珊 メチオニ ンによる標 識実験 では、蛆 破壊 株 において20S/18SrRNAの
バ ン ドがほとん ど認 められ なか った(Fig.12A)。 しか し、[3珊 ウラシルを用 い た実 験で は、
生成章 は少 ない ものの18Sの バ ン ドは明確 に検 出され たこ とか ら(Fig.12B)、 皿 破壊株
においては20S/18SrRNAの メチル化 が阻害 され てお り、 これが それ らRNA分 子 の不安






























さら'に麗 破壊株 における リボソーム粒子 の生合成量 を調 べ るため に、菌体 タ ンパ
ク質 を[35S]メチ オニ ンで ラベル した後、細胞抽 出液 を高濃度 のKCI存 在 下 で庶糖密度勾
配遠心 に供 し、40Sと60Sの2つ の リボ ソー ムサ ブユニ ッ トを分離 した。 その結果 、皿
破壊株 において は、18SrRNA量 の減少 と対応 して、それ を構成成分 とす る40S粒 子量 が、
野生株 と比 較 して大 きく減少 してい ることが示 され た(Fig.13)。 おの おの の ピークの放
射能 を測定 した ところ、野生株 で は40S粒 子 の60S粒 子 に対 す る比が0.8で あるの に対 し
て、壁 ユ株 で はそれが0.5に まで低下 していた。 この不均衡 な リボ ソー ム粒子 生合成 は、

























(1・)NSR1遺 伝子 の発 現調節
NSR・1遺 伝子 の発現調節 をノーザ ン解析 に よって調べ た ところ、NSRlmRNA量 は30
℃か ら10℃ へ と培養温度 をシフ トす ることによ り、4時 間後 に約3-4倍 にまで増加 し、12
時 間後 には もとの レベ ルまで低下す ることが明 らか にされ た(Fig.14A)。 また、菌 が対
数増殖期 にある ときには、30℃ におい てもNSR1遺 伝子 の発現が み られ、 コール ドシ ョ
ックによるmRNA量 の増加 量 も大 きかった(Fig.14B)。
'
また、大腸 菌で発 現 した βガラク トシ ダーゼ とNSR1の 融合 タンパ ク質 に対す るウ
サギ抗血清 を用 いて、 コー ル ドシ ョック前後 の菌体 か ら調製 した全 タンパ ク質 について
ウエス タンブ ロッ ト解析 を行 なった。 その結 果、NSR1タ ンパ ク量:も30℃ か ら10℃ への














































(2)NSR1タ ンパ ク質の低温で の役 割
野生株 と1型ユ破壊株 を30℃ で対 数増殖期 まで培養後、10℃ に急激 に培養温度 を下げ、
コー ル ドシ、ヨックの生育 に対 す る影 響 を調 べ た(Fig.16)。 野 生株 は コー ル ドシ ョック後
一時的 に増殖が停 止 したが
、約1時 間後 には再び増殖 を開始 した。 一方、鯉 ユ破壊株 は
温度 シフ トによ り約4時 間増 殖が停 止す る ことが示 された。
.さらに、rRNAプ ロセシン グ に対 す る コール ドシ ョッ クの影響 を調べ る ため、 コ ー
ル ドシ ョッ ク前後 の酵母 か ら調製 .した全RNAに つ いて、rRNA前 駆体 にハ イ ブ リダイ ズ
する2種 類 のオ リゴヌクレオチ ド(01igoA,B)を プロー ブとしてノーザ ン 解析 を行 なった。
皿 破壊株 で は、・30℃で認 め られた35S前 駆体 の蓄積 と18SfRNAの 前駆体20Sの 減少 に加
えて(Fig,17A)、 コール ドシ ョッ クによって、 さらに25SrRNAの 前駆体 であ る27Sお よび
ゴリ
5£S・騨 ρ欄 体 の7Sρ 木幅な減少 が認められ たIFi昏17瞬 た・これ らの前駆体
fRNA量 の変化 はNSR1遺 伝子 を単 コピー プラス ミ ドで破 壊株 に導入す ることによ り正常







































































さらに、 コール ドシ ョック後の野生株 お よび鯉 破壊株 にお けるrRNA前 駆体量 の変
動 を時 間 を追 って解析 した(Fig・18)。 この実験 では、35S,27Sお よび7S前 駆体 を検 串す
るプ ロー ブoHgoAと 、35Sと20S前 駆体 を検 出ナ るプ ローブoligoBを 、 それぞれ順 に同
じフ ィル ター に対 してハ イブ リダイズ させ た。そ の結果、璽 ユ破壊株 におい ては35S前 ・、
駆体 が コール ドシ ョック前後 において恒常 的 に蓄積す る こと、そ して27S、.20Sお よび
7S前 駆体 な どプロセシ ング.中間体が 自一ル ドシ ョック後一 時的 に大 き く減少す るが、そ
の後約12時 間後 に もとの レベ ル にまで回復 す るこ とが示 され た(Fig.18A,B)bま た、20S
RNA量 の一時的 な大 き.な減少 とは対 照的 に正常 な プロセ シングの過程 ではほ とん ど生成
されない23SRNAや 、矢 印で示 した24sRNAが 麺 ユ破壊株 で は増加 していた(Fig.18B)。
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続い て コー ル ドシ ョック後2時 間 および20時 間後 の菌体 を[3H1ウ ラシルでパ ルス標
識 したの ち、過剰量 のウ ラシルで5時 間チ ェイス し、rRNAプ ロセ シングを解析 した
(Fig.19)。 コール ドシ ョック直後 の皿 破 壊株 では、チ ェイス5時 間後 も35S前 駆体 が
残存 し、 ご く低 い レベ ルの25SrRNA⑳ 生成が み られたが、18SfRNAの 生成 は認 め られ
なか った(Fig,'19A)。 しか し、 コール ドシ ョック20時 間後 の延 破壊株 においては、 チェ
イス5時 間後 も同様 に35S前 駆体 が残存 したが、25SrRNA生 成量 の増加 と低 レベ ルの
18SfRNAの 生成が認 め られた(Fig.19B)。 また野生株 において もコー ル ドシ ョック20時
間後 では、2時 間後 に比 較 して35S前 駆体 がすみやか にプロセ シングを受 け ることが示
され、 コール ドシ ョ.ック直後 にはrRNA前 駆体 の プロセ シング効 率がや や低下 するが、
その後 回復 する ことが わか った。 この結果 は、NSR1タ ンパ ク質が コール ドシ ョック直
後 の菌 に どっでrRNAプ ロセ シングを効率 よ く進め るため に特 に重要 である ことを示 唆
し、 これを欠失す る ことによって、型 ユ破壊株 で}ヰコール ドシ ョック後一時 的 にプロセ

































本研 究で は、酵母一cerevisiaeに おいて、 その培 養温度 の急激 な低下 に応
答 して複 数の遺伝 子発現量 が変化 す ることを明 らか に し、 これ らの うち特 にコール ドシ
ョックによ り発 現量が増加す る2種 類 の遺伝子TIP1と 魍 にっいて詳細 な解析 を行 な
った。TIP1遺 伝 子・は、 コール ドお よび ヒ「 トシ ョックによ り発 現量が増加す るユ ニー ク
な遺伝 子で あ り、分子量21kDaの セ リン とア ラニ ンに富む膜 タンパ ク質 を コー ドす る こ
とが明 らか にされ た。齪 遺伝 子破壊株 を作成 してその性質 を野生株 と比較 したが有 意
な差 は認 め らず、 その機能 は未 だ明 かで はない。酵母染色体上 にTIP1遺 伝子 にホモ ロジ
ーの高 い複数 の遺伝子が存在す る ことがサザ ン解析 によって明 らかにされた ことか ら、
それ ら機 能の似 たタンパ ク質 が存在 す るために、皿 遺伝子破壊 の影響 が現 われない可
能性が考 え られ る。 この うち、皿 遺伝 子 に最 も相 同性 の高い遺伝子§RP1を クロー三
ング したが、興味深い ことにSRP⊥ 遺伝子 もまた コ}ル ドシ ヨックによ りその発現 量が
増加 し、 コー ドす るタ ンパ ク質 もその ア ミノ酸配列 か ら膜 タンパ ク質である と予測 され
た。以上 の結 果 は、 これ らの遺伝子 がス トレス遺伝子 フ ァミリー を構成 してお り、酵母
はス トレス環境下で機能 の似 た タンパ ク質 を大量 に合成す ることを示 唆 して いるq一 方、
これ らの タンパ ク質 に存在す るセ リン とアラニ ンか らな る特徴 的 な繰 り返 し配列 に似 た
繰 り返 し構 造が、 タマ ホ コリカビDictヱo鵬dumdiscoideロmの 胞 子表膚 タンパ ク質SP96中
に も存在 す るこ とがホモ ロジー検索 で明 らか にされ、TIP1,SRP1両 ダンパ ク質機能 を考
える うえ で興味深 い。現在 まで に㍉ この遺伝子 ファミリー に属 す る遺伝子が さ らに2つ
ク ローニ ングされ でお り(井上研 ・未発 表 デー タ)、 その解析結 果が注 目され る。
もう一方の遺伝子NSR1に ついては、 コー ドす るポ リペ プチ ドのC端 側112が 哺乳類
ヌク レオ リンのC端 側113と 相同性 が比較 的高 か った ことか ら{そ れがヌ クレオ リンと'
同様 に リボ ソー ム合成系 に関与 している可能性が考 え られ た。塑B⊥ 遺伝子 は、酵母 の
増殖 に とって必須で はなか ったが、壁 ユ遺伝 子破 壊株 の生育 は野生株 に比 べて遅 くな り、.
NSR1タ ンパ ク質 は、増殖 に とって重 要な働 きを している ことが示唆 された。RNAの パ
ルス標識 実験 の結 果、皿 破壊株 におい てはく35SrRNA前 駆体 が蓄積 す るとともに1舘
rRNAと その20S前 駆体 の生成 量が非常 に低 くなっている ことやくそれ らRNA分 子 のメ チ
ル化 も阻 害 されている ことが明 らか にされ た。HeLa細 胞 の系 で、 メチル化 阻害 がrRNA「
一45一
前 駆体 のプ ロセシ ング を阻害す る とい う結果が報告 され てお り、18S120SrRNA生 成量の
低 下 は、 メチル化 が何 らかの理由で阻害 され てい ることが原因 になってい るか も しれ な
い。 また、鯉 株 で は18SrRNA生 成 量の低 下 に対 応 して40Sリ ボソー ムサ ブユ ニ ッ ト量
が60Sサ ブユニ ッ ト量 に対 して著 しく少 な くなってい た。 これは{璽 ユ株 で は機能 を も
つ80Sリ ボソーム複合体 の量が低 下 して いるこ とを示唆 し、 これに よる菌 の タンパ ク質
合 成能 の落 ち込 みが、増殖速度 の遅れの原因 になってい る と考 え られ る。
一方 、核小体 に存 在 し、エRNA前 駆体 の プロセシ ングに必要 とされ る リボ核 タンパ
ク質(snRNP)を 構成 す る タンパ ク質NOP1や 、 そのRNA成 分 の、snR10、U14、U3な どの
遺伝子 の欠損 も皿 破壊 と似 たrRNAの プロセシ ング阻害 を引 き起 こす こ とが報告 されて
い る。 また、NSR1は 核 に存在 す る ことがLeeら(1991)に よって報 告 され ている。以上 の
事実 よ り、NSR1タ ンパ ク質 は核小 体 で、snRNPや 、rRNA前 駆体 とリボソームタ ンパ ク
質 との複合体 に付 随 して存在 し、 リボ ソーム粒子 の会合 とその成熟化 の補助因子 と して
機 能 している もの と考 え られ る。 また、Leeら(1991)はNSR1タ ンパ ク質が核 タ ンパ ク質
の核 移行 シグナル に結 合す る と報告 している。 ヌク レオ リンは核 と細胞 質問 を移動 し、
リボソー ムタ ンパ ク質や リボソーム粒 子 の輸送 に関与 しているこ とが 示唆 されているが、
これ と同様 に、NSR1は リボ ソー ムタンパ ク質の核 移行 シグナル と結合 し、 リボソーム
タンパ ク質 や リボ ソー ム粒子 の移行 を助 けている可能性 もある。
NSR1遺 伝子 の発現 は、30℃ か ら10℃ へ のコー ル ドシ ョックに よ り、mRNAレ ベ ル
お よびタンパ ク質 レベルでそれ ぞれ約3・4倍に増加す ることが明 らか にされ た。 この
NSRIタ ンパ ク質 の低温 におけ る発 現量増加 の意義 を調べ るため に、 コール ドシ ョック
前後 の鯉 ユ破壊株のrRNAプ ロセ シング反応 をノーザ ン解析 で調べ た ところ、30℃ でみ ら
れ る35S前 駆 体の蓄積 と18S120SrRNAの 生成量 の低下 に加 えて、25Sの 前駆体27SrRNA
と5.8Sの 前駆体7SrRNAの 生成量 が コール ドシ ョック後一時 的 に大 き く減少す る こと、
さ らに、 野生株 ではほ とん ど生成 しない23SrRNAが コール ドシ ョックに関係 な く大量
に生成す ることな どが 明 らかに された。 また、野生株 において もコー ル ドシ ョック後 一
時 的 に35S前 駆体 のプロセ シングの遅 れが観 察 された ことか ら、 コール ドシ ョックは
rRNAの プロセ シ ング反応 に負 の影 響 を与 え ることが示 唆 され だ。酵母 のNSR1タ ンパ ク
質合成量 が コー ル ドシ ョック後 に増加す るの は、 リボソー ム生 合成 系 の補助 因子 と して
機 能するNSR1タ ンパ ク質 を一時的 に大量 に発現 す ることによ り、 コール ドシ ョックが
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リボソーム合成系 に及 ぼす負の影響 を軽減 し、酵母が低温環境でタンパク質合成能力を









論 文 審 査 の 要 旨
生物 の 環境 ス トレスに 対 す る応 答 の 一 つ と して,高 温 ス トレス に 応答 して進 化 的 に よ く保 存 さ
れ た 一 群 の ヒー トシ ョ ック タ ンパ ク質 の遺 伝 子 発現 が活 性 化 され る こ とは よ く知 られ て い るが,
低 温 ス ト レスへ の応 答 は 大 腸 菌 を 用 い た研 究 以外 に は あ ま り知 られ て い な い 。 本 研 究 は,酵 母
5α06んαプo辮ッcθ5cθプθ〃なfαθを 用 い て,コ ー ル ドシ ョック に応 答 して 発現 の誘 導 を受 け る遺 伝 子 を
検 索 し,そ れ らの遺 伝 子 産 物(タ ンパ ク質)の 機 能 解 析 を行 うこ とを 目的 と した も の で あ る。
先 ず,30℃ で対 数 増 殖 期 まで培 養 した酵 母 と30℃ か ら10℃ に 培 養 温 度 を急 速 に低 下 後,2時 間
培 養 した 酵母 か らpoly(A)+RNAを 分 離 し,32P一 標識cDNAを 作 製 した。 これ らのcDNAを プ
ロー ブ と して酵 母 の ゲ ノ ミ ック ライ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ソ グ して,コ ー ル ドシ ョ ック に よ って
そ の発 現 量 が 顕 著 に 増 大 す る2つ の遺 伝 子 の ク ロー ンCSPA,CSPBを 取 得 し,塩 基 配 列 決 定 を
行 った。CSPAは セ リ ソお よび ア ラ ニ ンに 富 み,N末 端 に は 分泌 シ グ ナル 様 配 列,C末 端 に は 疎
水性 ア ミノ酸 の連 続 した 配列 を も つ210ア ミノ酸残 基 か らな る タ ンパ ク質 を コ ー ドす る遺 伝 子 で
あ る こ とが分 か った 。 この遺 伝 子 は コール ドシ ョ ックの 温 度 差 が11℃ 以上 で且 つ シ フ ト後 の 温 度
が21℃ 未 満 の時 に 顕 著 な 発現 量 増 加 を示 した が,30℃ か ら39℃ へ の ヒー トシ ョ ック に よ って も発
現量 が増 大 す る こ とか ら,TIP1遺 伝 子(temperatureinduciblegene1)と 命 名 した 。TIP1遺 伝
子産 物 は膜 結 合 タ ンパ ク質 で糖 修 飾 を受 け て い る 可 能 性 が 高 い こ と,SRP遺 伝 子(serinerich
proteingene)な ど と遺 伝 子 フ ァ ミリー を形 成 す る こ とを 明 らか に した。CSPBはC末 側約1/2が
哺乳 類 の ヌク レオ リンのRNA結 合 ドメイ ンな らび に グ リシ ン,ア ル ギ ニ ンに富 む ドメ イ ンを 含
むC末 側 約1/3と ア ミノ酸 レベ ル で37%の 相 同性 を示 す,414ア ミノ酸 残 基 か らな る タ ンパ ク質 を
コー ドす る遺伝 子 で,核 移 行 シ グ ナル 結 合 性 タ ンパ ク質 の遺 伝 子 と して得 られ て い たNSR1遺 伝
子 と同 一 で あ る こ とが判 明 した。 コ ール ドシ ョ ック応 答遺 伝 子 と してのNSR1の 機 能 を 解析 す る
た め,酵 母 染 色 体 上 のNSR1遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ドDNAの 挿 入 に よ り分 断 してnsr1遺 伝 子 破壊 株
を作 製 して 解 析 した 結 果,破 壊 株 で は35SrRNA前 駆 体 の フ。ロ セ ッシ ン グ が 遅 れ,18S/20
rRNAが 不 安定 化 す る こ とが 明 らか に な った 。 また,こ れ らの影 響 はNSR1遺 伝 子 を 単 コ ピー プ
ラ ス ミ ドに よ り破 壊株 に導 入 す る こ とに よ り見 られ な くな った。NSR1遺 伝 子 の 発 現 は コー ル ド
シ ョ ックで の み増 大 し,ヒ ー トシ ョ ヅクは無 効 で あ っ た。NSR1遺 伝 子 産 物 は リボ ソー ム生合 成
系 の 補 助 因 子 と して働 き,こ の遺 伝 子 を一 次 的 に大 量 に発 現 す る こ とに よ りコー ル ドシ ョヅ クが
リボ ソ ー ム合成 に及 ぼ す 負 の 影響 を軽 減 し,酵 母 が 低 温 環 境 下 で タ ンパ ク質 合成 能 力 を保 持 す る
た め の ス トレス応 答 であ る と考 え られ た。
以 上 の よ うに,本 研 究 に よ り,真 核 細 胞 の低 温 ス トレスに 対 す る応 答 の 一 面 が遺 伝 子 レベ ル で
明 らか に され,遺 伝 子 発 現 調 節機 構 の 面 か ら低 温 ス トレス 応 答 を 解 析 す る道 が 開 か れ た こ と か
ら,審 査 員一 同,著 者 は 博 士(農 学)の 学 位 を授 与 され る に充 分 の 資 格 を有 す る と判 定 した。
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